Gab1 is required for EGF receptor signaling and the transformation by activated ErbB2 by ヤマサキ, サトル & 山崎, 哲
Osaka University














学位授与年月日 平成 16 年 3 月 25 日
学位授与の要件 学位規則第 4 条第 1 項該当
医学系研究科分子病態医学専攻
学位論文名 Gabl is required for EGF receptor signal ing and the transformation 
by activated ErbB2 












報告されている。足場アダプタ一分子の一つである Gab1 遺伝子欠損マウスは 12.5 日腔から 17.5 日怪の聞に死亡し、





生化学的な手法を用いた解析を行うために SV40LT抗原で不死化させた Gab1 欠損細胞株およびコントロールの細
胞株を樹立した。これらの細胞株の増殖因子またはサイトカインに対する応答性を MAP キナーゼ ERK のリン酸化
を活性化の指標に検討した結果、 Gab1 欠損細胞株において EGF、 PDGF、および IL-6 刺激依存的な活性化が低下し
ており、 Gab1 がこれらのシグナル伝達に役割を果たしていることが示唆された。次に受容体から ERK活性化に至る
どの段階で Gab1 が役割を果たしているかを明らかにする目的で ERK の上流で機能する MEK、 Raf-1、および Ras
の EGF 刺激依存的な活性化を検討した。その結果、 Gab1 欠損細胞株では MEK、 Raf-1、および Ras 全ての EGF
刺激依存的な活性化が低下していた。この Ras の活性化低下が GAP 活性あるし、は GEF 活性の変化に依存するかど
うかを検討した結果、 Gab1 欠損細胞株では刺激依存的な GEF 活性の上昇が低下しており、 GAP 活性はコントロー
ルの細胞株と差が無かったことから、 Gab1 は刺激依存的な GEF 活性の制御に役割を果たしていることが示唆された。




PH、 MBD を欠失させたIJ.MBD、 3 箇所の PI-3K の会合モチーフに変異を導入した F447/472/589、および 2 箇所の
8HP-2 会合モチーフに変異を導入した F627/659 を作製し、 Gab1 欠損細胞株に導入した。これらの Gabl 変異細胞
株の EGF 刺激依存的な ERK活性化を検討した結果、MBD および 8HP-2 の会合モチーフがシグナル伝達に重要で、
PH ドメインも一部役割を果たしていることが示唆された。さらに活'性型ErbB2 による細胞の形質転換における Gab1
の役割を明らかにする目的で、 Gabl 欠損細胞およびコントロールの細胞に活'性型 ErbB2 を導入した細胞株を作製し
た。軟寒天コロニー形成実験、およびヌードマウスでの腫蕩形成実験を行った結果、 Gabl 欠損細胞株ではコロニー
形成数、造腫蕩能が抑制されていることが示された。 Gabl 変異細胞株を用いてさらに解析を行ったところIJ.MBD、
IJ. PH、および F627/659 で軟寒天中でのコロニー形成が抑制されていることが示された。これらのことから活性型
ErbB2 による細胞の形質転換において Gabl が役割を果たしていること、そのシグナル伝達においては MBD、 PH
ドメイン、および 8HP-2 との会合モチーフが重要であることが示唆された。
【総括】
不死化させた Gabl 欠損細胞株を作製し解析を行った結果、 Gabl は Ras より上流で EGF刺激依存的な GEF 活性
の上昇に役割を果たしていることが示された。さらに活性型 ErbB2 依存的な軟寒天中でのコロニー形成やヌードマ






わる Ras-MAP キナーゼ経路を活性化することが知られていたが、近年、このシグナル伝達過程に新たに Gab ファミ
リータンパク質の関与が報告された。申請者は解明されていなかった Gab ファミリ一分子の、ングナル伝達機構を明ら
かにする目的で、 Gabl 遺伝子欠損マウスの線維芽細胞を不死化させた Gabl 欠損細胞株を作製し、これを用いて生
化学的な解析を行った。Ras-MAPキナーゼ経路に含まれるシグナル伝達分子の増殖因子EGF刺激依存的な活性化を、
野生型細胞と Gabl 欠損細胞で比較することで、 Gab1 が Ras より上流で機能していることを明らかにし、さらに 80S
による Ras 活性化の制御に役割を果たしていることを明らかにした。 Gab1 の主要な機能領域の変異体の作製および
検討により、このシグ、ナル伝達に役割を果たす Gabl の領域が、細胞膜への局在化に必要な領域、受容体との間接的
な会合に必要な領域、チロシン脱リン酸化酵素 8HP-2 と会合する領域であることを明らかにした。また、軟寒天コ
ロニー形成実験およびヌードマウスの腫蕩形成実験を行うことで、活性型 ErbB2 による細胞のガン化が Gabl 欠損細
胞において抑制されることを示し、 EGF のシグ、ナル異常が引き起こす細胞のガン化において Gabl が役割を果たして
いることを明らかにした。本研究は EGF による Ras-MAP キナーゼ経路の活性化における Gab1 の分子機構を明ら
かにし、このことは今後、細胞のガン化を理解する上で、役立つことが期待できることから、学位に値するものと認め
る。
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